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RESUMO 
O reparo tecidual é um processo biológico, complexo e dinâmico. Na presença do 
Diabetes Mellitus (DM), o processo de cicatrização sofre uma alteração devida 
principalmente a respostas imunológicas locais e sistêmicas prejudicadas. Neste 
contexto, o uso tópico de insulina é um tratamento promissor, pois pode i) modular a 
fase inflamatória, ii) estimular a proliferação de fibroblastos, e iii) favorecer outras 
fases do processo de cicatrização, acelerando o processo e melhorando a qualidade 
do tecido cicatricial. OBJETIVO: Analisar os mecanismos moleculares e celulares do 
reparo tecidual de camundongos hiperglicêmicos em tratamento tópico com gel de 
insulina. MATERIAIS E MÉTODOS: estudo realizado com animais hiperglicêmicos 
(n=48) com lesões cutâneas divididos em dois grupos: 1. grupo controle (CTRL), 
tratados com gel placebo sem insulina; e 2. grupo insulina (INS), tratados com gel de 
insulina. O DM foi induzido com estreptozotocina 5x50mg intraperitoneal e as lesões 
na região dorsal foram tratadas diariamente. Os tecidos da região lesada foram 
retirados no 4°, 7°, 10º e 14° dias pós-lesão para análises. O processo de 
cicatrização foi avaliado por: 1. morfometria das lesões; 2. histologia (hematoxilina & 
eosina); 3. presença de fibras de colágeno usando a coloração de PicroSirius; 4. 
expressão das citocinas anti-inflamatórias IL4 e IL-10, e das citocinas pró-
inflamatórias IL-1β, IL-6, TNFα e MCP-1 por Bioplex; 5. expressão do VEGF rec1, 
VEGF e Arginase I por Western Blot; 6. quantificação das proteínas da via de 
sinalização de insulina IR-β, IRS-1, p44/42MAPK, AKT123 e GSK3 por Western Blot; 
e 7. pela imunomarcação dos anticorpos Arginase I e TNFα. As análises estatísticas 
foram realizadas por meio do teste t-Student, considerando um nível de significância 
de p<0.05 (Intervalo de Confiança de 95%). Este estudo foi aprovado pela Comissão 
de ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (n. 4234-1). 
RESULTADOS: Os animais nos grupos CTRL e INS não apresentaram alterações 
nas médias iniciais e finais de peso, assim como o gel de insulina não alterou os 
níveis de glicose séricos dos animais hiperglicêmicos. A macroscopia das lesões dos 
grupos experimentais não revelou diferença entre os grupos, mas a análise 
microscópica mostrou que o gel de insulina estimulou o início mais precoce da fase 
inflamatória no grupo INS, com diminuição do edema no dia 4, formação do tecido 
de granulação mais organizado no dia 7, reepitelização orientada e organizada no 
dia 10, bem como presença de folículos capilares no dia 14. Houve também uma 
maior quantidade, organização e intensidade de fibras de colágeno no dia 14 no 
grupo INS. Em comparação, o grupo CTRL apresentou uma maior quantidade de 
edema no dia 4, tecido de granulação menos organizado no dia 7, carência de 
reorganização do tecido epitelial no dia 10 e ausência de folículos capilares com 
menor quantidade e organização das fibras de colágeno no tecido cicatricial do dia 
14. Ocorreu modulação das citocinas anti-inflamatórias IL4 e IL10 em INS no dia 10, 
assim como maior expressão de Arginase I, VEGF rec1 e VEGF no dia 10 em INS 
comparados a CTRL, indicando fase proliferativa mais precoce com o uso do gel de 
insulina. Em INS a ativação da via de sinalização da insulina pelo gel de insulina 
ocorreu via IRβ, IRS1 e GSK3 no dia 10 e AKt e IRS-1 no dia 14. A expressão 
significativa e a imunomarcação de TNFα na epiderme em INS no dia 10 sugerem 
uma associação a presença de folículos capilares neste mesmo grupo no dia 14, 
contudo mais pesquisas devem ser realizadas para confirmarem este achado. 
CONCLUSÃO: O gel de insulina para uso tópico modulou a fase inflamatória e a 
expressão de citocinas anti-inflamatórias em INS, o que favoreceu a deposição de 
fibras de colágeno e acelerou o processo de cicatrização de lesões no tecido 
epitelial em camundongos hiperglicêmicos. 
Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Cicatrização; Insulina; Feridas 
Linha de Pesquisa: Processo de Cuidar em Saúde e Enfermagem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
Tissue repair is a biological process, complex and dynamic. In the presence of 
Diabetes Mellitus (DM), the healing process is altered mainly due to impaired local 
and systemic immune responses. In this context, the topical use of insulin is a 
promising treatment, since it may i) modulate the inflammatory phase, ii) stimulate 
the proliferation of fibroblasts, and iii) favor other stages of the healing process, 
accelerating the process and improving tissue quality scarring. OBJECTIVE: To 
analyze the molecular and cellular mechanisms of tissue repair of hyperglycemic 
mice in topical insulin gel treatment. MATERIALS AND METHODS: a study with 
hyperglycemic animals (n = 48) with cutaneous lesions divided into two groups: 1. 
control group (CTRL), treated with placebo gel without insulin; and 2. insulin group 
(INS) treated with insulin gel. DM was induced with intraperitoneal streptozotocin 
5x50mg and lesions in the dorsal region were treated daily. The tissues of the injured 
region were removed at the 4th, 7th, 10th and 14th post-injury days for analysis. The 
healing process was evaluated by: 1. morphometry of the wounds; 2. histology 
(hematoxylin & eosin); 3. presence of collagen fibers using PicroSirius staining; 4. 
expression of the anti-inflammatory cytokines IL4 and IL-10, and the pro-
inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, TNFα and MCP-1 by Bioplex; 5. expression of 
VEGF rec1, VEGF and Arginase I by Western Blot; 6. protein quantification of the 
insulin signaling pathway IR-β, IRS-1, p44 / 42MAPK, AKT123 and GSK3 by Western 
Blot; and 7. by the immunostaining of the antibodies Arginase I and TNFα. Statistical 
analyzes were performed using Student's t-test, considering a significance level of p 
<0.05 (Confidence Interval of 95%). This study was approved by the Ethics 
Committee on the Use of Animals of the State University of Campinas (n. 4234-1). 
RESULTS: Animals in the CTRL and INS groups did not present alterations in the 
initial and final means of weight, as the insulin gel did not alter the glucose levels of 
the hyperglycemic animals. Macroscopy of the lesions of the experimental groups 
revealed no difference between groups, but microscopic analysis showed that insulin 
gel stimulated the earlier onset of the inflammatory phase in the INS group, with 
decreased edema on day 4, formation of the more granular tissue organized on day 
7, re-epithelialization oriented and organized on day 10, as well as presence of hair 
follicles on day 14. There was also a greater amount, organization and intensity of 
collagen fibers at day 14 in the INS group. In comparison, the CTRL group presented 
a greater amount of edema at day 4, less organized granulation tissue at day 7, lack 
of epithelial tissue reorganization at day 10, and absence of capillary follicles with 
less amount and organization of the collagen fibers in the tissue cicatricial cytokine 
on day 14. Modulation of the IL4 and IL10 anti-inflammatory cytokines was performed 
in INS at day 10, as well as increased expression of Arginase I, rec1 VEGF and 
VEGF at day 10 in INS compared to CTRL, indicating earlier proliferative phase with 
the use of the insulin gel. In INS, activation of the insulin signaling pathway by insulin 
gel occurred via IRβ, IRS1 and GSK3 on day 10 and AKT and IRS-1 on day 14. 
Significant expression and TNFα immunoreactivity in the epidermis in INS on day 10 
suggest an association with the presence of hair follicles in the same group on day 
14, however further research should be performed to confirm this finding. 
CONCLUSION: Insulin gel for topical use modulated the inflammatory phase and the 
expression of anti-inflammatory cytokines in INS, which favored the deposition of 
collagen fibers and accelerated the healing process of wounds in the epithelial tissue 
in hyperglycemic mice. 
Keywords: Diabetes Mellitus; Healing; Insulin; Wounds 
Theme area: Process of Caring in Health and Nursing. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Revisão da Literatura 
 
As fases do reparo tecidual 
Uma ferida é definida como a interrupção da estrutura funcional e 
anatômica da pele 1 e representa um dano na barreira de defesa natural do 
organismo 2 . O reparo tecidual ocorre pela cicatrização espontânea da epiderme 
e/ou derme, sendo um processo fisiológico que ocorre independentemente da 
etiologia da lesão, sejam estas traumáticas, cirúrgicas ou patológicas. Sendo a 
profundidade da ferida o que determina a forma de cicatrização e a sua classificação 
que pode ser por primeira, segunda ou terceira intenção 3.  
Na intenção primária ocorre à aproximação das bordas da ferida por meio 
de suturas, grampos ou fitas adesivas e a cicatrização ocorre dentro de 7 a 10 dias 3. 
Na intenção secundária as bordas não podem ser aproximadas e a reconstituição se 
dá lentamente por tecido conjuntivo e epitelial. Exemplos de lesões que fecham por 
segunda intenção são úlceras vasculares, lesão por pressão ou deiscência no pós-
operatório3. As lesões fechadas por terceira intenção ocorrem após a abertura e 
limpeza da lesão devido à infecção ou contaminação, com retirada de tecidos 
inviáveis, e após o controle da infecção as bordas são aproximadas por meio de 
sutura ou grampo e a resolução da ferida ocorre por primeira intenção 3 . 
Na cicatrização de lesões estão envolvidas interações complexas de 
matriz celular, moléculas extracelulares, células residentes (como por exemplo, 
fibroblastos e queratinócitos) e diferentes subtipos de leucócitos que em conjunto se 
articulam para restaurar a área lesionada. Este processo de restabelecer a região da 
ferida é dividido em três fases que são sequenciais e sobrepostas denominadas de 
hemostasia/inflamação, proliferação de células/reparação da matriz e 
epitelização/remodelação do tecido 1,4. 
Na fase inicial, de hemostasia e inflamação, ocorre o envolvimento de 
vários mediadores inflamatórios que buscam preparar o ambiente para as fases 
subsequentes. Primeiramente, com o extravasamento do sangue dos vasos 
lesionados, imediatamente após a lesão, as plaquetas são ativadas para dar início 
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ao processo de coagulação, o que ocasiona aumento da permeabilidade vascular e 
contribui diretamente para migração de células e substâncias biologicamente ativas 
5. Durante este processo a matriz extracelular de fibrina é formada, o que favorece a 
migração das células para o local da lesão assim como quimio/citocinas pró e 
antinflamatórias, que contribuem na ativação e migração celular 6 . 
As plaquetas ativadas secretam diferentes fatores de crescimento, 
destacando-se o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), potente 
quimioatraente para células inflamatórias e o TGF-β (fator transformador do 
crescimento beta), que estimula a síntese de componentes da Matriz extracelular 
(MEC) por fibroblasto locais 7; com a importante função de atrair neutrófilos, 
monócitos e EGF (fator de crescimento epidérmico) com atuação na fase 
proliferativa 5,6. 
Em adição a ativação da cascata de coagulação, as plaquetas, o epitélio 
danificado e as células endoteliais liberam uma enorme variedade de fatores 
quimioatraentes, entre esses estão o TNFα (fator de necrose tumoral alpha), a IL-1β 
(Interleucina 1 beta), a IL-2 (interleucina 2), a IL-6 (interleucina 6), a IL-8 (interleucina 
8) e o IFN-γ (interferon gama), que recrutam monócitos inflamatórios e neutrófilos 
para o local da lesão e estão envolvidos na cicatrização do tecido lesionado, com 
ações estimulantes ou inibitórias sobre as células inflamatórias 8 . 
Neutrófilos e macrófagos são importantes na fagocitose do tecido 
necrótico no leito da ferida 9, mas também são responsáveis por secretar 
metaloproteinases (MMPs), que desempenham um papel fundamental na regulação 
da deposição e degradação da MEC, que é essencial para a reepitelização da ferida 
10. Além disso, os macrófagos secretam diversos fatores de crescimento, como EGF, 
FGF (fator de crescimento dos fibroblastos), PDGF, TGF-β e VEGF (fator de 
crescimento endotelial vascular) 11. 
A próxima fase da cicatrização de lesões é conhecida como proliferativa e  
caracteriza-se pela fibroplasia, angiogênese e re-epitelização. As bordas livres da 
ferida permitem a migração e proliferação dos fibroblastos em direção à região 
central da lesão e estes, pela ação do TGF-β, são diferenciados em miofibroblastos, 
que depositam a fibronectina sobre o arcabouço de fribrina no leito da ferida 
depositado na fase inflamatória 12,13. Miofibroblastos alinham-se e ligam-se às fibras 
de colágeno de maior espessura puxando-as em direção a eles, o que faz com que 
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ocorra contração da ferida 9. A síntese das fibras de colágeno inicia a partir da 
deposição de fibronectina sobre o arcabouço de fibrina, e pode ser encontrado como 
tipo I e tipo III, correspondendo respectivamente a 80-85% e 15-20% na pele.  
Sendo o tipo I mais espesso e está localizado na camada mais profunda da pele e o 
tipo III mais fino, e nessa fase do processo de cicatrização, localizado na epiderme 
(membrana basal) da pele 14.  
Associado a contração da ferida pelos miofibroblastos e ao conjunto de 
ações moleculares e celulares que ocorre no leito da ferida na fase proliferativa há 
também a formação de novos capilares sanguíneos (angiogênese), que acontece a 
partir dos vasos adjacentes presentes, nos quais o VEGF e o TGF-β são os 
principais fatores de crescimento envolvidos 7. Destaca-se ainda a participação dos 
queratinócitos na reepitelização da área lesionada, pois eles são uma fonte 
importante de fatores de crescimento como TGF-β, VEGF, EGF, KGF (fator de 
crescimento de queratinócitos) e TGF-α que estimulam a fibrogênese e a 
angiogênese em tecido adjacente 6,15,16. Sabe-se também que os queratinócitos 
adjacentes à borda da lesão apresentam uma reorganização de suas moléculas de 
adesão, alterando as conexões com a membrana basal e com os queratinócitos 
vizinhos, permitindo que tais células migrem pela superfície da lesão e contribuam 
com o reparo tecidual 17,18. 
E por fim, na fase de remodelamento da ferida ocorre a mudança do tipo 
do colágeno11, com a degradação do tipo III e o aumento do tipo I, estimulada pelos 
fibroblastos 19, assim como uma alteração na organização das fibras que passam de 
fibras paralelas dispostas aleatoriamente para entrelaçadas e organizadas ao longo 
das linhas da lesão cicatrizada 17. O PDGF também participa desta fase, estimulando  
uma maior degradação de colágeno tipo I e síntese de colágeno tipo III, por outro 
lado, o TGF-β induz uma maior secreção do tipo I além de favorecer uma menor 
degradação deste tipo de colágeno, por induzir a expressão de TIMPs (inibidores de 
metaloproteinases) e menor de MMPs, sendo o remodelamento e a contração da 
ferida controlada, mesmo que parcialmente, pela relação entre estes fatores de 
crescimento 17. 
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Cicatrização e Diabetes  
Dentre as doenças crônicas não transmissíveis temos o Diabetes Mellitus 
(DM), um conjunto heterogêneo de distúrbios metabólicos, diferentes em sua 
etiologia e fisiopatologia, as quais apresentam como denominador comum à 
hiperglicemia, pelo resultado de defeitos na secreção ou na ação do hormônio 
insulina (ou em ambos os processos metabólicos), estando à hiperglicemia crônica 
associada com a disfunção e a falência de diferentes órgãos, especialmente os 
olhos, rins, nervos, coração e os vasos sanguíneos 20. A organização International 
Diabetes Federation aponta que 425 milhões de pessoas aproximadamente 
possuíam DM no mundo no ano de 2017, sendo que este número deve aumentar 
para aproximadamente 629 milhões no ano de 2045 21. No Brasil, em 2017, estimou-
se que existiam aproximadamente 12 milhões de pessoas vivendo com diabetes 21. 
Deste modo, com uma população de diabéticos que aumenta a cada ano ocorre 
uma consequente elevação das complicações em longo prazo associadas a esta 
doença. Lesões crônicas representam uma complicação comum em pacientes com 
DM, no qual se estima que 15-25% desses correm o risco de desenvolver uma 
úlcera diabética na extremidade dos membros inferiores durante a sua vida 22,23.   
A angiogênese e a neovascularização são prejudicadas no individuo com 
diabetes, assim como o funcionamento das MMPs, migração e proliferação celular 
inadequada de queratinócitos e fibroblastos assim como a formação do tecido de 
granulação ineficaz que conduz a uma maior proporção de infecções e úlceras que 
evoluem com necrose 24.  
A hiperglicemia é responsável pela superprodução das espécies reativas 
de oxigênio (EROs), por meio da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. As 
EROs desempenham um papel significativo na fisiopatologia da disfunção celular e 
das complicações do DM. Um aumento na geração de EROs supera a capacidade 
antioxidante tecidual e leva ao estresse oxidativo, como também de espécies 
reativas do nitrogênio (ERNs) 25. No DM observa-se que várias funções fisiológicas 
ou celulares estão desreguladas levando a defeitos na quimiotaxia leucocitária, na 
capacidade de fagocitose e ação bactericida, como também disfunções nos 
fibroblastos e das células epidérmicas desfavorecendo o reparo tecidual 23.  A 
presença de infecção local, o mau suprimento de sangue, a idade, a nutrição, 
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infecção sistêmica e o uso de glicocorticoides também contribuem para o retardo da 
cicatrização de lesões 26. 
Tem sido reconhecido que o diabetes é uma doença baseada 
fundamentalmente na inflamação, caracterizado por uma liberação não-seqüencial 
de citocinas pró e anti-inflamatórias que resulta em um desequilíbrio que leva à 
deterioração do reparo tecidual 27,28.  Na ferida crônica, como a úlcera do pé 
diabético, a progressão da cicatrização fica paralisada na fase inicial da inflamação e 
resiste à progressão 28, deste modo o conhecimento sobre o processo de 
cicatrização associado ao diabetes em suas particularidades permite buscar novas 
terapias para lidar com as deficiências e assim potencializar a cura destas lesões. 
 
O tratamento de ferida cutânea e o uso de insulina tópica 
O reparo tecidual é fisiológico e dinâmico e após a ocorrência da lesão no 
tecido cutâneo o organismo atuará por meio de mecanismos moleculares e celulares 
com o objetivo de cicatrizar a área lesionada. Entretanto, para favorecer as 
condições locais se faz necessário o uso de uma cobertura, visto que em algumas 
circunstâncias, como no DM, este reparo está prejudicado.  Sabe-se que o preparo 
do leito, ou seja, a retirada do tecido não viável, controle da inflamação/infecção, 
controle da umidade e o cuidado com as bordas são fundamentais antes de oferecer 
uma cobertura, por outro lado, a cobertura precisa oferecer proteção, umidade, 
manter a temperatura e favorecer o crescimento celular29.   
O avanço no conhecimento dos mecanismos fisiológicos e fisiopatológicos 
do processo de cicatrização contribuiu para o investimento em produtos tópicos com 
o foco em oferecer o meio ideal para a ferida o qual busca modular a interação entre 
as células e moléculas envolvidas nesse processo complexo, diminuindo o tempo de 
exposição da área lesionada, o que conduz ao menor risco de infecções e 
complicações que podem conduzir a perda do membro ou risco de morte.  
Existe uma diversidade de produtos disponíveis no mercado para o 
tratamento tópico de lesões, as coberturas são apresentadas em várias formulações 
e muitas vezes uma única cobertura não atende todas as fases do processo de 
cicatrização e para isto a avaliação do indivíduo e do leito da ferida deve ser 
periódica. Entre os vários produtos tópicos que estão no campo da pesquisa pré-
clínica encontra-se a insulina tópica. Hormônio que controla uma grande variedade 
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de processos biológicos pela ativação de receptores tirosina quinase de membranas 
celulares. O receptor de insulina é composto por 2 subunidades α (extracelular) e 2 
subunidades β (transmembrana) e no momento da ligação da insulina ocorre nas 
subunidades α uma alteração conformacional, com a ativação da atividade tirosina 
quinase das subunidades β, e consequente transfosforilação das subunidades β e 
recrutamento dos substratos dos receptores 30 . 
Os substratos que se ligam as subunidades β mais descritos são o 
Substrato do Receptor Insulina (IRS1), Substrato do Receptor Insulina 2  (IRS2), 
Substrato do Receptor Insulina 3   (IRS3), Substrato do Receptor Insulina 4 (IRS4) e 
o Shc (molécula adaptadora e substrato do receptor de insulina).  A partir do 
recrutamento de tais proteínas para a membrana, ocorre a fosforilação dos 
substratos de receptores que são ativados em múltiplos resíduos de tirosina 30,31. 
Com o início da atividade tirosina quinase do IR se estabelece a sinalização da 
insulina, que ocorre por três vias diferentes, via MAPK (proteína quinase ativadora 
da mitogênese) e proteína RAS que controla a proliferação celular e transcrição de 
gene; via PKC (proteína quinase C) que atua no transporte de glicose e síntese de 
lipídeos e via PI3K-AKT (enzima fosfatidilinositol 3-quinase e proteína treonina 
quinase) que controla muitos dos efeitos metabólicos da insulina e pode ser 
considerada a principal via de sinalização da insulina, pois a fosforilação da PI3K 
permite que a AKT ativada, ative as vias que regulam o transporte de glicose, 
metabolismo, sobrevivência, ciclo celular, síntese de glicogênio, síntese proteica, 
síntese de lipídeo, gliconeogênese e transcrição de genes 30-32. 
Estudos de nosso grupo de pesquisa demonstraram que o uso tópico de 
insulina na base creme foi capaz de reparar a área lesionada de animais diabéticos 
em menor tempo associado à recuperação da expressão de proteínas da via de 
sinalização de insulina com o receptor de insulina, IRS-1, IRS-2, Shc, MAPK e AKT, 
demonstrando fortes evidências da participação da insulina tópica nos eventos 
celulares e moleculares na reconstrução tecidual 33. Este estudo foi responsável por 
elucidar parcialmente o mecanismo de ação da insulina no processo de cicatrização 
de lesões de animais hiperglicêmicos e não hiperglicêmicos, sugerindo que o 
tratamento tópico de insulina melhora o tempo de cicatrização em lesões de animais 
hiperglicêmicos por meio das vias Ras-Mapk e Pi3k-AKT, com maior 
neovasculogênese no leito da ferida e melhor expressão da proteína eNOS (na 
medula óssea) ativada pela via PI3K-AKT e VEGF, conduzindo ao aumento da 
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mobilização de células progenitoras endoteliais (CPE), que são recrutados para o 
leito da ferida pelo aumento dos níveis de SDF-1α (fator derivado do estroma 1-α) 33 .   
A insulina tópica na cicatrização de lesões também tem sido relacionada a 
diversos mecanismos, tais como: pinocitose e fagocitose por monócitos e 
macrófagos associado à secreção de mediadores inflamatórios 34; participação no 
crescimento e diferenciação de tipos celulares35-37; proliferação e migração de 
queratinócitos, células endoteliais e fibroblastos38 e melhora no processo de 
cicatrização de queimaduras de segundo grau por recrutamento de células 
inflamatórias, formação de novos vasos sanguíneos e maior síntese e organização 
das fibras colágenas tipo I e III, em animais diabéticos, similar ao reparo tecidual 
observado nos animais saudáveis 39. Recente estudo mostrou que a insulina estimula 
a quimiotaxia de monócitos (dose dependente-insulina) pelas vias PI3K-AKT e 
SAPK/JNK (Proteína quinase ativada por estresse / c-Jun N-terminal kinase) 
envolvendo a ativação RAC1 (substrato de toxina botulínica C3 relacionado a Ras 1) 
40. 
A insulina é um promissor produto para a translação das pesquisas pré-
clínicas para as clínicas, bem como a disponibilização no mercado. Sabendo da 
complexidade do processo de cicatrização e que a escolha do tipo de cobertura é 
vinculada as necessidades locais da ferida a hipótese deste estudo foi que o uso do 
gel de insulina em lesões de camundongos diabéticos favorece a cicatrização das 
lesões com melhor estabilidade das propriedades físico-químicas da insulina. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
Analisar os mecanismos moleculares e celulares do reparo tecidual de 
camundongos hiperglicêmicos em tratamento tópico com gel de insulina.  
 
2.2.    Objetivos Específicos:  
 Analisar a reepitelização e o infiltrado inflamatório das lesões por 
Hematoxilina & Eosina (H&E) nas lâminas histológicas das amostras de tecido pós-
lesão no 4º, 7º, 10º e 14º dias; 
 Analisar a presença, deposição e organização de fibras colágenas por 
coloração de Picrosírius red nas lâminas histológicas das amostras de tecido pós-
lesão no 4º, 7º, 10º e 14º dias; 
 Analisar a expressão da IL-1β, IL-6, TNFα e MCP-1 e das citocinas 
anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 no homogenato do tecido pós-lesão no 4º e 10º dias 
por Bioplex; 
 Analisar a imunomarcação de TNFα por imuno-histoquímica nas 
lâminas histológicas das amostras de tecido pós-lesão no 4º e 10º dias e analisar a 
imunomarcação de Arginase I por imuno-histoquímica nas lâminas histológicas das 
amostras de tecido pós-lesão no 4º, 7º, 10º e 14º dias;  
 Analisar a expressão das proteínas VEGF rec1, VEGF e Arginase nas 
amostras de tecido pós-lesão no 4º, 7º, 10º e 14º dias por Western Blot; 
 Analisar a expressão das proteínas da via de sinalização de insulina 
IR-β, IRS-1, p44/42MAPK, AKT123 e GSK3 nas amostras de tecido pós-lesão no 4º, 
7º, 10º e 14º dias por Western Blot. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS: 
 
3.1 Tipo de Estudo 
Trata-se de um estudo experimental, no qual foi investigada a evolução 
de lesões cutâneas realizadas na região dorsal de camundongos C57BL/6JUnib 
tratados com gel de insulina.  
 
3.2  Preparo Gel de Insulina 
O gel de insulina é uma reformulação do creme de insulina, preparado 
anteriormente pela farmácia do Hospital Universitário da Universidade Estadual de 
Campinas com número de patente PI 0705370-3, dos pesquisadores Mario Saad e 
Maria Helena de Melo Lima, empregando insulina cristalina regular humana, com 
uma concentração de 0,5 U/100 g. 
A reformulação do creme de insulina para a versão em gel foi realizada 
em parceria com a Universidade de Nottingham, Inglaterra, na visita técnica das 
pesquisadoras Maria Helena de Melo Lima e Priscila Peruzzo Apolinario na referida 
Universidade. O gel de insulina foi desenvolvido e está sendo analisado no National 
Centre for Macromolecular Hydrodynamics- Inglaterra. Para a utilização nesta 
pesquisa o gel de insulina foi produzido e fornecido pelo laboratório ANS, sob a 
responsabilidade do Profº. Drº. Mario J. A. Saad, no qual se manteve o uso de 
insulina cristalina regular humana com uma concentração de 0,5 U/ml. 
O gel de insulina é uma formulação composta por 
hidroxipropilmetilcelulose, quitosana de baixo peso molecular, glicerol, água 
purificada e insulina. O gel placebo utilizado neste estudo foi composto pelos 
mesmos componentes, contudo sem a adição da insulina. 
 
3.3     Indução do diabetes 
Na indução do diabetes os camundongos estavam com 6 semanas de 
idade e receberam a dose de 50 mg/Kg de Streptozotocina (Sigma ® - ST Luis, MO 
U.S.A) (STZ) por via intraperitonial em 5 dias consecutivos. A Streptozotocina foi 
diluída em 50 mmol l -1 de tampão citrato 0,1 M pH 4,2 41. Este medicamento destrói 
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as células betas pancreáticas com consequente redução na entrega de insulina e, 
por conseguinte hiperglicemia. Após 14 dias, uma alíquota de sangue foi obtida da 
veia caudal após 4 horas de pausa alimentar, para confirmação do estado glicêmico 
de cada animal, sendo incluídos no estudo os animais que obtiveram uma 
concentração de glicose ≥ 250 mg/dl (Accu-Check Active/ Roche, Mannheim, 
Germany). Os animais foram submetidos ao controle de peso com 6 semanas (na 1ª 
dose de STZ), com 9 semanas (na data de realização da lesão) e na data de 
extração das lesões.  A glicemia capilar foi mensurada em três momentos diferentes: 
com 9 semanas (na data de confirmação do diabetes), 2 dias após a lesão e na data 
de extração da lesão. 
 
3.4 Animais 
Foram utilizados camundongos C57 Black machos adultos (6-8 semanas, 
18-20 g), adquiridos no Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área 
de Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB) da Universidade Estadual de 
Campinas (Campinas, São Paulo, Brasil). Os animais foram mantidos em condições 
padrão (sala com ciclo claro-escuro de 12 / 12h, 22 ± 2 °C, de 60 % a 80 % de 
umidade e alimento / água fornecidos ad libitum). A pesquisa foi conduzida de 
acordo com os princípios internacionalmente aceitos para uso e cuidados com 
animais de laboratório, conforme encontrado nas diretrizes da Comunidade Europeia 
(EEC Directive of 1986; 86/609 / EEC) e as diretrizes dos EUA (NIH publicação 85-
23, revisada em 1985). Todos os protocolos seguiram os princípios e diretrizes 
adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
(CONCEA), aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal – CEUA (nº 4234-
1) da Universidade Estadual de Campinas / UNICAMP (Anexo 1 ). 
 
3.5 Desenho experimental 
Os animais hiperglicêmicos foram divididos em dois grupos: Grupo 
controle (CTRL) com as lesões tratadas com gel sem insulina e Grupo Insulina (INS) 
com as lesões tratadas com gel de insulina. As lesões foram avaliadas em 4 pontos 
do tempo (4, 7, 10 e 14 dias pós-ferimento) utilizando 6 animais em cada ponto de 
tempo para ambos os grupos. 
31 
 
Para a realização do procedimento cirúrgico de obtenção das lesões os 
animais foram anestesiados com aplicação intra-peritonial de 30 mg/Kg de Cloridrato 
de Ketamina  (Ketalar; Parke-Davis, Brazil) e 15 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina 
(National Pharmaceutical Chemistry Union S/A, Brazil) 42-43. Após a confirmação da 
indução anestésica através da ausência dos reflexos corneanos, foi realizada a 
tricotomia dos animais, utilizando lâmina cortante, e posteriormente as lesões foram 
realizadas na região dorsal dos animais, sendo retirada a pele e a tela subcutânea 
até a exposição da fáscia muscular. As lesões foram realizadas com auxílio de um 
molde quadrado de 1cm², e as extrações das lesões foram realizadas nos dias 4º, 
7º, 10º e 14º dias pós-lesão. Após a cirurgia, os animais receberam o analgésico 
cloridrato de tramadol (20 mg/kg) intraperitoneal por 2 dias com intervalo de 12 
horas. Estudos de dor pós-cirúrgica em ratos demonstraram que ratos que 
receberam analgesia nessa fase apresentaram menos sinais de dor e desconforto, 
com uma recuperação mais rápida e aumento da ingestão de alimentos 44. 
Após a cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas individuais, com 
ambiente enriquecido com canos de PVC (policroreto de vinila) e aquecidos para 
evitar hipotermia. O gel de insulina e o gel placebo foram aplicados nas lesões 
imediatamente após a cirurgia (dia 0), e reaplicado diariamente até o término do 
experimento, conforme os grupos e datas de extração, na quantidade de 20 U por 
lesão por dia. O tratamento com o gel de insulina e o gel placebo mostrou o mesmo 
microambiente úmido e as lesões não foram suturadas ou cobertas, mas 
cicatrizadas por segunda intenção. 
 
3.6 Coleta de tecido 
Para a extração do tecido, os animais foram anestesiados com cloridrato 
de quetamina e xilazina intraperitoneal. Depois de cessados os reflexos de dor e 
corneais, os animais foram colocados em decúbito ventral e foi retirada a região da 
ferida com o auxílio de uma pinça dente de rato e tesoura ponta fina pequena para 
remoção da área demarcada. Ao término do experimento os animais receberam uma 
overdose de anestésico cloridrato de quetamina e xilazina intraperitoneal seguido de 
deslocamento cervical.  
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3.7 Técnicas de análise: 
 
Avaliação macroscópica das lesões 
 As lesões foram fotografadas utilizando uma câmera digital (Canon 
Powershot SX400 IS 16MP x zoom ótico) mantida a uma distância fixa de 10 cm da 
base, nos dias 0, 4, 7, 12 e 14 pós-lesão.  Foram obtidas fotos de 6 animais 
diferentes por grupo que foram analisadas individualmente com auxílio do software 
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD) e calculada a área de cada 
lesão. Para capturar as imagens sem estressar o animal foi feita a narcose com 
isoflurano (BioChimico) embebido em algodão e acondicionado em uma caixa de 
vidro adaptada para este fim. A porcentagem de contração da área foi calculada 
usando a seguinte fórmula:  
 
 
Histologia: coloração com Hematoxilina & Eosina e PicroSirius 
Os fragmentos de tecido, proveniente da área das lesões logo após a 
coleta foram dispostos em cortiça, fixados com alfinetes, de modo a não alterar a 
morfologia do tecido, e posteriormente acondicionados em potes individuais com 
solução de formaldeído 3,7% (pH 7,2), durante 8 horas, para o processo de fixação. 
Ao término do período de fixação os fragmentos de pele foram armazenados em 
cassetes (individuais) e mantidos em solução de álcool 70% overnight. 
Posteriormente o material foi submetido ao preparo por meio de uma sequência de 
lavagens com álcool 95%, álcool 100% e xilol, seguido de banho e inclusão em 
parafina, a uma temperatura de 60ºC.  Todos os cortes foram realizados em 
micrótomo, com espessura de 5 μm. 
Foi utilizada a coloração de hematoxilina e eosina (H&E) para análise 
histológica das lesões nos dois grupos de estudo nos tempos 4º, 7º, 10º e 14º dias. 
As amostras teciduais foram analisadas conforme descrito por Lee et al (2015) 45 
com pequenas modificações, e de acordo com os seguintes critérios histológicos: 
extensão de reepitelização, presença de vasos sanguíneos, formação do tecido de 
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granulação, células inflamatórias e deposição de colágeno, sendo atribuído para 
cada item de cada grupo um escore de – (ausente), + (pouco), ++(médio) ou 
+++(muito). Para cada grupo, 4 lâminas diferentes foram analisadas 
independentemente. Todos os procedimentos foram realizados por duas pessoas 
independentes em um procedimento duplo-cego. Todas as imagens foram 
visualizadas no microscópio óptico (LEICA® DM 4000B) com câmera LEICA® DFC 
280 ligada ao computador AMD Athlon™64 2.00GHz equipado com placa de vídeo 
NVIDIA GeForce4 MX4000). 
 A coloração de Picro Sirius foi utilizada para avaliar a histomorfometria do 
sistema de fibras de colágeno, mais detalhadamente, considerando as datas de 
extração 4º, 7º, 10º e 14º dias, pós-lesão dos animais. Os cortes foram 
desparafinizados com Xilol, hidratados com diferentes concentrações de Álcool e 
posteriormente as lâminas permaneceram uma hora na coloração de Picrosirius red, 
sendo lavadas na sequência com água destilada e contra coradas com Hematoxilina 
de Erlich, sendo então usada a técnica Picrosirius 1% sob luz polarizada para avaliar 
as fibras de colágeno tipo I e tipo III (Sirius Red em solução saturada de ácido 
pícrico; Junqueira & Carneiro46). As fibras foram identificadas pelo padrão de 
birrefringência (Tipo I: vermelho e laranja e Tipo III: amarelo e verde). Visualizamos 
10 campos aleatórios (250 ampliação) por grupo e a densidade das fibras de 
colágeno tipo I e III (por micrômetro quadrado) foi determinada usando o software 
Image-Pro Plus 4.1 (Media Cibernética, L.P., Silver Springs, MD, EUA). A 
Intensidade relativa média foi estimada integrando a intensidade de fluorescência de 
cada núcleo individual. Esta análise foi realizada de forma cega e repetida duas 
vezes.  
 
Reação de imuno-histoquimica 
Foram utilizados os anticorpos primários específicos para Arginase I (h-
52) (sc-20150) na diluição de 1:50 e TNF α (ab8348) na diluição de 1:100 para as 
amostras dos 4º, 7º, 10º e 14º dias.  Os tecidos das lesões foram incluídos em 
parafina e, posteriormente, cortados em micrótomo Zeiss® com cortes de 5 μm de 
espessura e colocados em lâmina de vidro revestidas com silânio (Starfrost®). Após 
montagem das lâminas com os cortes, as mesmas foram mantidas em estufa a 37 
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°C overnight por um período máximo de 3 dias, e depois desparafinizadas para a 
Imuno-histoquímica. As etapas seguidas foram: 
1º. Recuperação Antigênica: as lâminas colocadas em tampão citrato de 
10mM (pH=6,0) associado a calor, duração de 40 minutos, sendo aguardado o total 
resfriamento das lâminas; 
2º. Bloqueio com Peroxidade: os cortes foram incubados, ao abrigo da 
luz, durante 15 minutos com 50 μL de Peroxidase, seguindo a proporção de 1:10 de 
H202 (30%)  e Metanol, respectivamente; 
3º. Bloqueio com Reagente A: o bloqueio dos cortes foi realizado com o 
reagente A (bloqueio) do kit Invitrogen®, durante 10 minutos; 
4º. Anticorpo Primário: Com exceção das lâminas utilizadas como controle 
negativo da reação, foi adicionado em cada corte o anticorpo primário de interesse, 
diluído em PBS 0,05 M, sendo mantido overnight em câmera fria (4 °C) e úmida; 
5º. Anticorpo Secundário: utilizado anticorpo Secundário HRP (goat anti 
mouse ou goat anti rabbit), diluído em PBS 0,05 M, em todos os cortes e mantidos 
em câmera úmida por 60 minutos; 
6º. DAB: A imunoatividade foi visualizada pela incubação com DAB, com 
variação de tempo entre cada anticorpo.  
7º. Contra coloração: Os cortes foram contra corados com Hematoxilina 
de Harris por 15 segundos e mantidos em agua de torneira por 5 minutos.  
8º. Desidratação e montagem das lâminas: álcool 70 %, álcool 95 %, 3x 
álcool absoluto, xilol-álcool, xilol 1, xilol 2 e xilol 3 e montagem das lâminas. 
Foi utilizado em todas as etapas PBS 0,05 M para lavagem e hidratação 
dos cortes. As Lâminas foram analisadas e fotografadas com o auxílio de 
microscópio óptico (LEICA® DM 4000B) com câmera LEICA® DFC 280 ligada ao 
computador AMD Athlon™64 2.00 GHz equipado com placa de vídeo NVIDIA 
GeForce 4 MX4000). 
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Determinação das Citocinas e Qumiocinas  
Amostras de tecidos do 4º e 10º dias das lesões foram embrulhadas em 
papel alumínio e imediatamente acondicionadas em nitrogênio liquido e mantidos no 
freezer (-80°C). Posteriormente foram homogeneizadas com tampão PBS com 
inibidores de proteinases (Complete, Roche), sonificadas durante um minuto e 
centrifugadas a 1200 rpm, a 4 °C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido 
e armazenado a -80 °C. Foram analisadas as citocinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, MCP-
1 e TNF-α por meio do método de Bio-plex (Bio-plex Pro Assays da Bio-Rad 
Laboratories, Life Science Group) como previamente descrito 47 usando o kit Duo 
Set (R & DSystem , Minneapolis, MN, EUA) e normalizado pela concentração de 
proteína medida pelo método de Bradford 48.  
 
Quantificação de proteínas por Western Blot  
Utilizou-se o tecido das lesões dos dias 4, 7, 10 e 14 após a lesão e o 
sobrenadante a partir do homogenato da ferida, com número de 4 camundongos por 
grupo. Foram analisados utilizando o método BCA (Kit de Ensaio de Proteína de 
Ácido Bicinconinico, Sigma-Aldrich) seguindo o protocolo do fabricante, e a 
quantidade de proteína em cada amostra foi determinada num leitor de microplacas 
(FlexStation 3, Molecular Devices, EUA) a 562 nm. Os anticorpos utilizados foram 
p44 / 42 MAPK (Erk1 / 2) (Cell 9102), VEGF (147) (sc-507), receptor 1 do VEGF 
(Abcam 32152), AKT 1/2/3 ( 5C10) (SC-81434), GSK3α (Cell 9338), IRβ (4b8) (Cell 
3025), IRS1 (Cell 2382) e Arginase I (h-51) (sc 20150), na diluição de 1:1000 para 
todos os anticorpos primários. As manchas foram analisadas por densitometria de 
varredura (Image lab 6.0 Bio Rad) e os resultados expressos como unidades 
arbitrárias. Para a normalização das amostras, seguimos a técnica do ponceau, na 
qual após a transferência, as membranas de nitrocelulose são enxaguadas 
brevemente em água destilada e incubadas em solução de Ponceau S (0,5 [w / v] 
em ácido acético a 1% [v / v]) por 2 min seguido por uma breve lavagem em água 
destilada para que as faixas fossem claramente visíveis. As membranas são então 
digitalizadas a 300 dpi para um arquivo TIFF. Depois disso, as membranas são 
novamente enxaguadas em água destilada e prosseguimos com o bloqueio e 
passos de incubação dos anticorpos como habitualmente 49. 
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3.8 Análise Estatística 
Foi utilizada estatística descritiva com média e desvio padrão para os 
resultados relacionados às dimensões das lesões, controle de peso, controle de 
glicemia capilar, Imunohistoquímica, Bioplex e quantificação de proteínas por 
Western Blots. As amostras foram avaliadas quanto a sua distribuição normal e a 
comparação entre os grupos foi realizada utilizando o teste t de Students. A 
significância foi estabelecida em p <0,05. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Gel de insulina tópico melhora a qualidade do Processo de Cicatrização 
Após 14 dias da data de indução do diabetes por estreptozotocina foi 
realizada a lesão e o fechamento da lesão foi avaliado ao longo do tempo. As 
observações do aspecto geral das lesões foram realizadas nos dias 0, 2, 4, 7, 12 e 
14 (Figura 1A). Do dia 2 ao dia 4 tanto os animais do grupo Controle (CTRL) quanto 
os animais do grupo Insulina (INS) apresentavam lesões com tecido avermelhado no 
leito da ferida, crosta amarelada sobre a lesão em formação e bordas em início de 
contração. No dia 7 as lesões, também de ambos os grupos, apresentavam 
coloração de aspecto castanho, crostas secas de aspecto amarelado e bordas em 
contração. No dia 12 as lesões de ambos os grupos estavam em processo final de 
reepitelização, sem crosta e bordas contraídas se encontrando no centro da lesão. 
No dia 14 as lesões estavam reepitelizadas em ambos os grupos. A análise 
morfométrica das lesões não evidenciou diferença no processo de cicatrização entre 
os grupos experimentais, assim como foi no acompanhamento da área da ferida 
(Figura 1B) não foi observado diferença significante entre os grupos CTRL e INS 
(Figura 1B). 
Destaca-se que todos os animais hiperglicêmicos induzidos por 
estreptozotocina utilizados neste estudo apresentaram níveis de glicemia iguais ou 
maiores que 250 mg / dL (Figura 1C) sendo  a medição verificada pela glicemia 
caudal sem o uso de outras medidas para este propósito, como relatado por outros 
estudos 33,50. O protocolo de diabetes utilizado não induziu alterações no peso 
corporal dos animais (Figura 1D). 
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FIGURA 1. (A). Imagem macroscópica das lesões dos grupos CTRL e INS para os 
dias 0, 2, 4, 7, 12 e 14 pós-lesão.  (B). Área das Feridas dos grupos CTRL e INS 
para os dias 0, 2, 4, 7, 10, 12 e 14 pós-lesão. (C). Glicemia dos grupos CTRL e INS 
nos dias 0, 1 e 4 pós-lesão. (D). Peso dos animais dos grupos CTRL e INS no início, 
durante e no final do experimento. Os dados foram expressos como média ± SD 
(n=5) 
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A avaliação histológica foi realizada seguindo os critérios histológicos de 
extensão de reepitelização, presença de vasos sanguíneos, formação do tecido de 
granulação, células inflamatórias e deposição de colágeno, conforme descrito na 
tabela 1.  Nas imagens de coloração por H&E observa-se em CTRL no dia 4 uma 
maior quantidade de edema enquanto que em INS maior quantidade de células 
inflamatórias. No 7º dia o CTRL apresentou maior quantidade de “espaços vazios”, 
sugerindo maior quantidade de edema e carência de reorganização do tecido 
enquanto que INS mostrou reepitelização mais avançada, com menor quantidade de 
edema, mais células inflamatórias e tecido de granulação mais organizado em 
comparação ao CTRL. No 10º dia as lesões em CTRL e INS estão em tendência de 
reepitelização completa, contudo o grupo INS se destacou pela presença de células 
mais orientadas e organizadas e com menor quantidade de edema quando 
comparado ao CTRL, evidenciando um esforço de cicatrização neste grupo. No dia 
14 observou-se em ambos os grupos ausência de inflamação e reepitelização 
completa, com destaque para INS, que apresenta anexos na epiderme e derme, 
conforme ilustração (Figura 2A e 2B).  
 
Tabela 1. Comparação dos escores histológicos entre os grupos CTRL e INS para 
os dias 4, 7, 10 e 14 pós-lesão. 
 
REEPITELIZAÇÃO VASCULARIZAÇÃO GRANULAÇÃO INFLAMAÇÃO COLÁGENO 
CTRL INS CTRL INS CTRL INS CTRL INS CTRL INS 
+ + + + + + ++ +++ + + 
++ ++ + ++ + ++ +++ ++ + ++ 
++ ++ ++ +++ ++ +++ ++ + ++ +++ 
+++ +++ +++ +++ +++ +++ - - +++ +++ 
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FIGURA 2. (A). Fotomicrografia das seções coradas com H&E do grupo CTRL nos 
dias 4, 7, 10 e 14 pós-lesão. Aumento: Lupa, 10X e 20X, região central da lesão. (B). 
Fotomicrografia das seções coradas com H&E do grupo INS nos dias 4, 7, 10 e 14 
pós-lesão. Aumento: Lupa, 10X e 20X, região central da lesão. 
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Na fase proliferativa do processo de cicatrização, com a elevação na 
concentração de fibroblastos ocorre a produção e deposição de colágeno tipo III, 
que posteriormente à maturação e remodelação são substituídos por fibras 
colágenas do tipo I conferindo qualidade a cicatrização 51-52. Utilizando a coloração 
histológica picrosirius red, essas fibras, quando visualizadas ao microscópio óptico 
com lente polarizadora, assumem colorações distintas. Ficam vermelhas ou 
alaranjadas, se forem fibras de colágeno tipo I, ou esverdeadas, caso sejam de 
colágeno tipo III.  
Quando observamos as imagens microscópicas coradas pelo picrosirius 
red, no dia 14 encontramos uma maior quantidade de fibras de colágeno, com 
coloração mais intensa, compacta e reorganizada em INS em comparação com o 
CTRL, o que sugere que o grupo INS no dia 14 encontra-se em uma fase do 
processo de cicatrização mais avançada que o grupo CTRL. (Figura 3). 
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FIGURA 3. Imagem das seções coradas com picrossírius-red sob luz polarizada 
antecedida por seções sem polarização dos grupos CTRL e INS nos dias 4, 7, 10 e 
14 pós-lesão. Aumento de 10X. 
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4.2. Gel de insulina tópico modula fatores de crescimento, citocinas e 
quimiocinas durante o processo de cicatrização. 
O processo de cicatrização de lesões é complexo e envolve uma rede de 
moléculas de sinalização, fatores de transcrição, mecanismos epigenéticos e 
reguladores pós-transcricionais, que se mostram desafiadores quando associado a 
alguma doença, como o DM. Neste contexto, analisamos os níveis das citoquinas 
pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α e das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 
no homogenato das lesões nos grupos CTRL e INS nos dias 4 e 10 da extração dos 
tecidos por Bioplex. Na análise do dia 4 e 10 não ocorreram diferença entre a 
expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6 quando se comparou os 
grupos CTRL e INS, enquanto TNF-α apresentou no dia 10 elevada expressão no 
grupo INS (p<.005). No dia 10 as citocinas anti-inflamatórias IL4 e IL10 do grupo INS 
apresentaram maior expressão quando comparado ao grupo CTRL (p<.005) (Figura 
4).  
Com relação à análise de TNF-α observou-se marcação similar em ambos 
os grupos no dia 4, marcação ocre no tecido conjuntivo de ambos os grupos. No dia 
10 o grupo INS apresentou marcação ocre acentuda na epiderme diferentemente do 
grupo CTRL que não apresentou marcação (Figura 5). 
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FIGURA 4. Concentração das citocinas pro e anti-inflamatórias das lesões dos  
grupos CTRL e INS nos dias 4 e 10 pós-lesão para as citocinas IL-1 β (A), IL-6 (B), 
TNFα (C), IL-4 (D) e IL-10 (E) (n=3 no dia 4 e n=4 no dia 10). Valores expressos por 
médias± SD, Teste t Student (*p<.05 e ** p<.005). Unidade em pg /ml de proteína. 
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FIGURA 5. Fotomicrografia de marcação imuno-histoquímica para TNFα das áreas 
das lesões para os grupos CTRL e INS nos dias 4 e 10 pós-lesão. Aumento de 10x. 
 
Analisamos a infiltração de macrófagos pela expressão de MCP-1 por 
Bioplex e Arginase I por Wester Blot.  O MCP-1 (monócito quimioatraente da 
proteína - também conhecido como CCL2) é uma citocina quimiotática, um mediador 
chave na quimiotaxia de monócito e diferenciação de linfócitos T 53 . Quanto à 
análise de MCP-1 observou-se maior recrutamento de monócitos no dia 4 em 
detrimento do dia 10 para ambos os grupos, com posterior queda no dia 10, sem 
diferença estatística entre os grupos (Figura 6A).   
A arginase por ser regulada positivamente por macrófagos anti-
inflamatórios é amplamente utilizada como marcador de macrófagos M2 54, e tem 
sido sugerido que Arginase I em macrófagos promove a produção de citocinas e 
contribui para a resolução da inflamação e reparação tecidual 55. Em INS observou-
se uma maior expressão de Arginase I nos dias 10 e 14  (p<.05) em comparação ao 
grupo CTRL ( Figura 6B). Este resultado foi evidenciado pela imunomarcação ocre 
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no grupo INS nos quatros dias de marcação (4, 7, 10 e 14), com acentuda marcação 
no dia 10, quando comparado ao grupo CTRL (Figura 7). 
 
 
         
 
 
 
 
FIGURA 6. (A). Concentração da quimiocina MCP-1 nas lesões dos grupos CTRL e 
INS nos dias 4 e 10 pós-lesão (com n=3 no dia 4 e n=4 no dia 10). Valores 
expressos por médias± SD, Teste t Student e unidade em pg /ml de proteína. (B). 
Níveis de Arginase I nas lesões dos grupos CTRL e INS nos dias 4, 7, 10 e 14 pós-
lesão, pela técnica de Western Blot (n=4 por dia). Valores expressos por médias± 
SD (*p<.05 e **p<.005); unidade arbitrárias e normalização pelo método de ponceau. 
Teste T student. 
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FIGURA 7. Fotomicrografia de marcação imuno-histoquímica para Arginase I das 
áreas das lesões para os grupos CTRL e INS nos dias 4, 7, 10 e 14 pós-lesão. 
Aumento de 10x. 
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Associado ao processo de reparo há formação de novos vasos a partir 
dos adjacentes à lesão, fenômeno esse conhecido por angiogênese, sendo o VEGF 
um dos principais agentes angiogênicos envolvidos 7. O fator de crescimento VEGF 
e o recepetor 1 do VEGF foram quantificadas pelo método de Western Blot nos 
tempos 4, 7, 10 e 14 pós lesão. Nos dias 4 e 7 não encontramos diferença 
estatística entre os grupos, no dia 10 houve melhora da expressão do VEGF e 
receptor 1 do VEGF no grupo INS, quando comparado ao grupo CTRL (p<.05), 
conforme Figura 8.   
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8. (A). Níveis de VEGF nas lesões dos grupos CTRL e INS nos dias 4, 7, 
10 e 14 pós-lesão, pela técnica de Western Blot (n=4 por dia). (B). Níveis de VEGF 
rec1 nas lesões dos grupos CTRL e INS nos dias 4, 7, 10 e 14 pós-lesão, pela 
técnica de Western Blot (n=4 por dia). Valores expressos por médias± SD (*p<.05 e 
**p<.005); unidade arbitrárias e normalização pelo método de ponceau. Teste T 
student. 
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4.3.  Gel de insulina tópico modula proteínas da via de sinalização da 
insulina  
Nos dias 4 e 7 houve expressão de Irβ, IRS1, p44/42 MAPK (ERK1/2), 
AKT123 e GSK3α, semelhante em ambos os grupos experimentais. Entretanto, no 
dia 10 observou-se aumento na expressão de Irβ, IRS1 e GSK3α em INS. No dia 14 
observou-se aumento na expressão de IRS1 e AKT123 também no grupo INS. Não 
houve alterações entre os grupos na expressão de p44/42 MAPK (ERK1/2) nos 
quatros tempos experimentais (Figura 9). 
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FIGURA 9. Expressão das proteínas da via de sinalização da insulina em lesões dos 
grupos CTRL e INS nos dias 4, 7, 10 e 14 pós-lesão para Irβ (A), IRS1 (B), MAPK 
(C), AKT123 (D) e GSK3 (E). Em todos os experimentos foi utilizado n=4; Com 
valores expressos por médias e Desvio Padrão (SD) (*p<.05 e **p<.005); unidade 
arbitrárias e normalização pelo método de ponceau. Teste T student. 
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5. DISCUSSÃO 
A fim de fornecer avanços na caracterização do efeito potencialmente 
benéfico da insulina tópica na formulação gel em cicatrização de lesões, avaliou-se a 
expressão de proteínas envolvidas em diferentes etapas do processo de 
cicatrização, como citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento e proteínas da via 
de sinalização da insulina.  A reparação dos tecidos é um processo complexo, 
dinâmico e rigidamente regulado, que se torna comprometido quando associado a 
doenças crônicas, como o Diabetes Mellitus, que apresenta uma fase inflamatória 
prolongada prejudicial para o processo de cicatrização 56.  
Em relação ao aspecto histológico das lesões dos animais hiperglicêmicos 
o gel de insulina aumentou expressivamente o tecido de granulação, caracterizado 
por uma maior quantidade de células inflamatórias e reorganização do tecido e uma 
maior deposição de fibras de colágeno, mais organizadas e compactas no grupo INS 
no último período experimetal. Esses achados corroboram com o estudo de 
Schäffer, et al (1997) 57, no qual o tratamento com insulina favorece o aumento da 
epitelização, proliferação e formação de fibras de colágeno. A produção de colágeno 
é um importante fator regulador da migração epitelial e proliferação celular 58,59 e a 
deficiência na cicatrização de lesões tem sido associada com redução de fibrilas de 
colágeno60. O colágeno tipo III é um tipo temporário de colágeno, produzido nas 
fases iniciais da regeneração de lesões, enquanto o colágeno tipo I é produzido 
durante as fases posteriores do processo cicatricial sendo essencial para produzir 
uma cicatriz de qualidade61. Estudo do nosso laboratório demonstrou que a insulina 
tópica melhora e acelera a síntese, deposição e organização das fibras de colágeno, 
no 14º dia pós-queimadura de segundo grau, com aumento na síntese das fibras de 
colágeno tipo III e organização das fibras de colágeno tipo I, em malha pantográfica 
em ratos hiperglicêmicos 39. 
Outro achado importante neste estudo é que as alterações microscópicas 
do processo de cicatrização das lesões promovidas em INS foram acompanhadas 
pela modulação da expressão de proteínas envolvidas em diferentes aspectos do 
processo de reparo tecidual. Na análise por Bioplex das citocinas pró-inflamatórias 
IL-1β e IL-6 nos dias 4 e 10 não ocorreu diferenças entre os grupos experimentais. 
Por outro, quando se quantificou a expressão do TNF-α por Bioplex observou-se 
aumento no grupo INS no dia 10 pós-lesão, e por imunomarcação observou-se que 
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no dia 4 ocorre uma maior marcação no tecido conjuntivo, enquanto que no dia 10 a 
imunomarcação é presente no tecido epitelial.  
O TNF-α é considerado como o mais pleiotrópico de todas as citocinas 
descritas em mamíferos, com atividades que abrangem praticamente todos os 
sistemas biológicos, desde a fisiologia do sistema imunológico até a neurobiologia 62. 
As células-tronco epidérmicas são fortemente correlacionadas com o reparo tecidual 
e a regeneração da pele 63. Estudos sustentam que as células-tronco da epiderme 
são raras, geram células de curta duração e de rápida divisão e que são 
responsáveis pelo reparo da lesão da pele 64. A maioria das células-tronco 
epidérmicas residem na camada basal da epiderme, e outras podem ser 
encontradas na região protuberante do folículo piloso e na base das glândulas 
sebáceas 64,65. Sabe-se que as alterações nos macrófagos envolvidos no reparo 
tecidual levam à produção de TNF-α 66, cientistas também reportaram que o folículo 
capilar estressado secreta a citocina CCL2/ MCP-1 atuando no recrutando de 
macrófagos para o folículo em sofrimento, com posterior liberação de TNF-α para 
ativar o reparo dos mesmos 67. Estudo recente demonstrou que TNF-α liberado por 
macrófagos ativa células tronco epidérmicas e o reparo de folículos capilares pela 
ativação da via AKT/ β-catenina 68. Sabe-se que o TNF-α é um regulador importante 
da migração celular 69, contudo não está completamente elucidado o papel do TNF- 
α em cada fase do reparo tecidual. Deste modo, novos estudos devem ser 
realizados para elucidar os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na 
regeneração de foliculares capilares pelo TNFα, assim como os efeitos da Insulina 
neste processo. 
Para as citocinas anti-inflamatórias IL-10 e IL-4 observou-se diferenças 
em ambas no dia 10, o que sugere que o gel de insulina foi capaz de alterar o perfil 
pró-inflamatório para anti-inflamatório das lesões no grupo INS em comparação ao 
grupo CTRL.  As citocinas são moduladores chaves da inflamação e participam das 
fases agudas e crônicas do processo de cicatrização de uma complexa rede de 
interações. As citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias têm importante papel na 
resposta inflamatória incluindo o recrutamento e ativação das células inflamatórias 
tais como neutrófilos, macrófagos e celulas T para o sítio da lesão. Sendo que o 
equilíbrio entre as citocinas pro e anti-inflamatórias favorecem uma cicatrização 
rápida com redução na formação de fibrose 70.   
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A IL-10 é uma citocina reguladora com importantes funções no controle da 
inflamação durante a cicatrização de lesões 71. Estudos propõem que níveis 
aumentados de IL-10 podem ser responsáveis pela cura sem a formação de 
cicatrizes hipertróficas 71-72, assim como podem reduzir a resposta inflamatória no 
leito da ferida e produzir um ambiente favorável à diferenciação do fenótipo dos 
macrófagos, direcionando para o perfil anti-inflamatório/M2 73. Do mesmo modo, a 
IL-4 é uma citocina que promove a polarização de macrófagos do perfil pró para o 
perfil anti-inflamatório 74. 
Os macrófagos desempenham papel essencial nas diferentes fases do 
reparo tecidual, o que permite que participem tanto das funções destrutivas quanto 
funções reparativas do processo de cicatrização 66.  Esta plasticidade dos 
macrófagos associada com elevação das citocinas anti-inflamatórias no dia 10 no 
grupo INS, sabendo previamente que a insulina estimula a quimiotaxia de monócitos 
e macrófagos40, direcionou a investigação de alguns marcadores de macrófagos.  
Classicamente, os monócitos são recrutados para o local da lesão 
aproximadamente de 24-48 horas 75 pela sua capacidade de responder ao MCP-1.  
O MCP-1 (proteína quimiotática de monócito 1 ), também conhecido como CCL2, é 
produzido dentro das lesões e é um importante regulador positivo do recrutamento 
de monócitos - macrófagos para o sítio da lesão 76-77. Deste modo, para obter mais 
resultados do recrutamento dos macrófagos no início da fase inflamatória do 
processo de cicatrização dos nossos experimentos analizou-se a expressão do 
MCP-1 e observamos que no 4º dia após lesão a expressão foi similar em ambos os 
grupos, com tendência a maior expressão no grupo INS no dia 10 pós-lesão.  
Considerando ainda a marcação de macrófagos, quantificou-se a 
expressão de Arginase I por Western Blot e também por imunomarcação. Nos dias 
10 e 14 após lesão houve uma maior quantidade de Arginase 1 no grupo INS em 
comparação ao grupo CTRL, confirmados pela imunohistoquímica. A arginase 1 é 
classicamente considerada como um marcador de macrófagos M2, ativados 
alternativamente por IL-4 78 com importante função na via metabólica da arginina, 
onde direcionam o metabolismo da arginina em arginase com consequente 
promoção da proliferação do reparo tecidual pela síntese de colágeno 79-80. Esses 
resultados com a arginase 1 correlacionam-se com os achados de maior quantidade 
e organização das fibras de colágeno encontradas neste estudo.  
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Os fatores de crescimento endógenos são fundamentais no processo de 
cicatrização7, sendo que a expressão do VEGF e do Receptor 1 do VEGF, estão 
envolvidos na estimulação, promoção e estabilização de novos vasos sanguíneos 81. 
O VEGF induz angiogênese por meio da proliferação de células endoteliais e da 
prevenção da apoptose. Durante o processo de reparo tecidual, a angiogênese 
exerce papel na suplementação de nutrientes e oxigênio e acelera a formação do 
tecido de granulação 82. Nossos resultados mostraram uma maior expressão do 
receptor 1 do VEGF assim como do VEGF no dia 10, evidenciando que a insulina 
modulou a angiogênese.   
As alterações macro e microscópicas avaliadas neste estudo com gel de 
insulina associadas com a modulação da expressão das proteínas IL4, IL10, 
Arginase 1, VEGF e receptor 1 do VEGF também mostram que a expressão de 
proteínas envolvidas na via de sinalização da insulina, especificamente  no dia 10 
para  Irβ, IRS-1, GSK-3 e no dia 14 para AKT, estão aumentadas no tecido de 
cicatrização dos animais hiperglicêmicos.  A AKT tem a capacidade de fosforilar 
proteínas que regulam a síntese lipídica, síntese de glicogênio, sobrevivência celular 
e síntese de proteínas granulação 82-84. 
Diferentes estudos demonstraram que a ativação do AKT é um passo 
importante para a liberação de VEGF em lesões cutâneas, através de mecanismo 
pós-transcricional em queratinócitos 85-86 e é necessário para maturação vascular e 
angiogênese durante a cicatrização de lesões cutâneas 87. Estudo prévio mostrou a 
importância do AKT no processo de neovasculogenese no processo de cicatrização, 
nos quais envolve a mobilização em cascata do VEGF, SDF1α, eNos e células 
progenitoras endoteliais 33. Do mesmo modo, estudo recente observou a importância 
da via Pi3K-Akt na quimiotaxia de monócitos-macrófagos 40. Deste modo, nossos 
resultados confirmam os dados prévios na literatura sobre a importância da ativação 
desta via pela insulina na cicatrização da pele das lesões em animais 
hiperglicêmicos.  
A fase inflamatória do processo de cicatrização no diabetes exibe um 
acúmulo e persistência de células inflamatórias na área da ferida 88 resultando em 
uma produção exacerbada de mediadores pró-inflamatórios que causam danos ao 
tecido periférico e prejudicam a cicatrização da ferida 56, 89,90. No estado patológico, a 
mudança fenotípica dos macrófagos pró-inflamatórios para anti-inflamatórios pode 
ser retardada ou não ocorrer, resultando na distorção do fenótipo patológico e 
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impedindo a transição da fase inflamatória para a fase de resolução do reparo 
tecidual. O perfil de macrófagos inflamatórios foi implicado na patogênese do 
diabetes tipo 2 (DM2) na presença de lesões cutâneas de difícil cicatrização 91. 
Neste contexto, o gel de insulina mostra-se como um promissor agente terapêutico, 
pois modulou as citocinas anti-inflamatórias IL4 e IL10, com melhora na expressão 
de arginase I e fibras de colágeno tipo 1, VEGF e Recepetor1 do VEGF associado à 
recuperação da expressão de proteínas da via de sinalização de insulina.  
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6. CONCLUSÃO 
Neste estudo conclui-se que a insulina na formulação gel favoreceu a 
reepitelização, com presença de anexos na epideme e derme, e melhorou a 
reorganização das fibras de colágeno. Também modulou a expressão das citocinas 
pro-inflamatória TNF-α e anti-inflamatória IL-4 e IL-10 e de marcadores 
quimioatraentes de monócitos-macrofágos,  MCP-1 e Arginase, assim como de 
fatores de crescimento envolvidos na angiogênese, VEGF rec1 e VEGF. Em relação 
a via sinalização de insulina houve melhor expessão das proteínas Irβ, IRS1 e 
GSK3α e AKT123, demonstanto que a insulina é um potente alvo terapêutico para 
lesões de difícil cicatrização. O conhecimento dos mecanismos moleculares e 
celulares é fundamental para a translação do entendimento do processo cicatricial. 
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